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Pôvodná práca

Vplyv inhibície HSP90 na viabilitu a bunkový 
cyklus v závislosti od stavu p53

Impact of HSP90 Inhibition on Viability and Cell Cycle  
in Relation to p53 Status

Pastorek M., Müller P., Vojtěšek B.
Regionální centrum aplikované molekulární onkologie, Masarykův onkologický ústav, Brno

Súhrn
Východiská: Inhibícia chaperónového systému je sľubnou protinádorovou stratégiou, ktorá vy-
užíva zvýšené metabolické nároky neoplastických buniek potrebné pre ich rýchlu proliferáciu 
a kompenzáciu vysokej miery proteotoxického stresu. V súčasnosti sa v klinických štúdiách na-
chádza niekoľko inhibítorov HSP90, chaperónu, ktorý hrá kľúčovú úlohu pri nadobudnutí správ-
nej konformácie širokého spektra de novo syntetizovaných proteínov. Jedným z jeho klientov je 
aj tumor supresorový proteín p53, ktorého mutácia je spoločným znakom väčšiny nádorových 
ochorení. Cieľom tejto práce bolo preto porovnať efekt inhibície HSP90  pomocou inhibítora 
NVP-AUY922 na modeli bunkovej línie karcinómu prsníka s aktívnou formou p53 a z nej odvode-
nej línie, kde bol p53 mutáciou inaktivovaný. Metódy: Prietoková cytometria bola použitá na ana-
lýzu viability pomocou fluorescein diacetate (FDA) assay a na analýzu bunkového cyklu. Western 
blotting bol použitý na analýzu expresie proteínov p53 a p21. Výsledky: Analýza viability a bunko-
vého cyklu ukázala vyššiu senzitivitu na inhibíciu HSP90 u línie s wild-type p53, ktorá sa na rozdiel 
od línie s mutovaným p53 prejavila nielen blokom v G2/ M, ale aj v zníženej schopnosti proliferácie 
buniek. Po inhibícii HSP90 sme vo wild-type línii oproti línii s mutovaným p53 pozorovali tiež in-
dukciu proteínu p21. Záver: V regulácii bunkového cyklu v podmienkach zvýšeného proteotoxic-
kého stresu spôsobeného inhibíciou HSP90 pravdepodobne hrá úlohu aj proteín p53, čo podpo-
ruje aj vo wild-type línii pozorované zvýšenie hladiny negatívneho regulátora bunkového cyklu 
p21, ktorého expresia je priamo kontrolovaná aktivitou p53. Naše výsledky naznačujú, že status 
mutácie p53 v nádoroch prsníka môže ovplyvniť liečbu pomocou inhibítorov chaperónu HSP90.
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Summary
Background: Chaperone system inhibition is a recent promising strategy for cancer treatment 
that exploits increased metabolic needs required for rapid proliferation as well as higher level 
of proteotoxic stress in neoplastic cells. Chaperone HSP90 plays a key role in proper folding of 
many de novo synthesized proteins, so-called clients, including tumor suppressor p53 which is 
commonly mutated in majority of cancers. Aim of this work was therefore to understand the im-
pact of HSP90 inhibition by NVP-AUY922 on breast cancer cell lines with wild-type and mutated 
p53. Methods: Flow cytometry was used to analyze cell viability by fluorescein diacetate assay 
and changes in cell cycle. Western blotting was used to analyze expression of p53 and p21 pro-
teins. Results: Analysis of cell viability after HSP90 inhibition revealed higher sensitivity of cell 
line with wild-type p53. Cell cycle analysis then showed that both cell lines undergo increase in 
G2/ M block of the cell cycle, but wild-type cell line had also substantial decrease in proliferative 
capacity of treated cells. We also observed increased expression of negative cell cycle regulator 
p21 in cell line with wild-type p53. Conclusions: Since p21 is directly regulated by p53, our results 
suggest that mutation status of p53 can be important factor in treatment of breast cancer cells by 
HSP90 chaperone inhibition and that wild-type p53 can increase sensitivity to HSP90 inhibition.
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Úvod
HSP90  je molekulárny chaperón s ATP- 
ázovou aktivitou, ktorý tvorí 2– 3 % cel-
kových proteínov v bunke a jeho primár-
nou úlohou je asistencia tzv. klientom 
k  nadobudnutiu správnej konformácie 
a udržaniu ich stability. Nedávne štúdie 
ukazujú, že HSP90 je súčasťou mnohých 
chaperónových komplexov a v nich po-
máha asistovať k dosiahnutiu funkčného 
stavu min. 10  % všetkých proteínov 
aspoň v  niektorých fázach ich expre-
sie  [1– 3]. Proteóm závislý na HSP90  sa 
zúčastňuje mnohých kľúčových proce-
sov, ktoré sú spojené s vývojom a udrža-
ním proteínovej homeostázy ako v nor-
málnych, tak i  v  nádorových bunkách. 
V nádorových bunkách je HSP90 využí-
vaný hlavne dvoma spôsobmi –  na pod-
poru aktivovaných alebo labilných fo-
riem onkoproteínov, vrátané mnohých 
kináz a  transkripčných faktorov, ktoré 
sú mutované, nadexprimované alebo 
translokované počas vzniku malignít [4] 
a  na pufrovanie zvýšenej miery stresu, 
ktorá je spôsobená zmeneným metabo-
lizmom nádorových buniek [5,6]. Vďaka 
zvýšeným metabolickým nárokom ná-
dorovej bunky a faktu, že mnoho klien-
tov HSP90 sú onkoproteíny, si nádorové 
bunky vytvárajú „závislosť” na tomto 
chaperóne. Následkom vytvorenej závis-
losti je zvýšená potreba HSP90 v nádo-
rových oproti normálnym bunkám  [7].  
Inhibícia aktivity HSP90 je potenciálnym 
terapeutickým cieľom a v súčasnosti sa 
viacero inhibítorov HSP90  nachádza 
v  klinických skúškach  [5,8]. Z  toho vy-
plýva, že na inhibíciu HSP90 môžu veľmi 
silne odpovedať nádory, ktoré majú vy-
sokú závislosť na onkoproteíne, ktorý je 
zároveň klientom HSP90. Zaujímavým 
príkladom u nádorov prsníka je tyrozín- 
kinázový receptor HER2, ktorý bol identi-
fikovaný ako klient HSP90, a oproti ostat-
ným klientom je veľmi citlivý na inhibíciu 
chaperónov  [9,10]. Senzitivita klient-
skych proteínov k inhibícii HSP90 môže 
výrazne prispievať ku klinickej efekti-
vite inhibítorov HSP90, no však iba v prí-
pade, že je nádor na danom klientovi 
závislý. Medzi ďalšie klientske proteíny 
HSP90 patria kinázy regulujúce mitózu, 
ako napr. CDK, Plk, alebo ChK1 [11] a vý-
znamným klientom HSP90  je aj tumor 
supresorový proteín p53, transkripčný 

faktor regulujúci široké spektrum bun-
kových procesov od indukcie apoptózy 
po reguláciu opravy DNA. Zaujímavým 
faktom je, že väčšina mutantných bun-
kových línií derivovaných z nádorov má 
defektnú formu p53  neschopnú väzby 
na DNA, čo implikuje silný selektívny tlak 
na znefuknčnenie p53  počas procesu 
tumorigenézy  [12]. To pravdepodobne 
súvisí s  transaktivačnou schopnosťou 
p53 spustiť expresiu génov, ktoré riadia 
a spúšťajú proces apoptózy [13– 17]. Jed-
ným z dejov, ktoré môžu zároveň induko-
vať zastavenie bunkového delenia, ale aj 
p53 regulovanú apoptózu je aj zvýšená 
miera proteotoxického stresu. Keďže 
HSP90 kontroluje kvalitu veľkého množ-
stva klientov a p53 reguluje široké spek-
trum bunkových procesov, je zrejmé, že 
inaktivácia p53 môže mať po ovplyvnení 
inhibítormi HSP90  rozdielny výsledok 
v závislosti od použitého experimentál-
neho modelu, koncentrácie inhibítora 
alebo doby ovplyvnenia. Z  tohto dô-
vodu sme si zvolili model bunkovej línie 
karcinómu prsníka MCF-7 a z nej derivo-
vanej mutantnej línie MCF-7dd9, ktorá 
má inaktivovanú DNA väzobnú doménu 
p53  a  ovplyvnenie inhibítorom NVP-
-AUY922 sme aplikovali po dobu viace-
rých dní v niekoľkých koncentráciách.

Materiál a metódy
Použité bunkové línie a kultivácia
V práci boli použité bunková línia kar-
cinómu prsníka MCF-7  a  bunková línia 
MCF-7dd9 derivovaná z parentálnej línie 
MCF-7  stabilnou transfekciou s  pCMV-
-neoDDp53 plazmidom, ktorý kóduje do-
minantne negatívny skrátený myší pro-
teín p53, s aminokyselinovými reziduami 
1–14 a 302–390 pod kontrolou CMV (cy-
tomegalovírus) promótora. Tento plazmid  
poskytol prof. D. P. Lane. Obe bunkové línie 
boli kultivované v  D-MEM médiu s  10% 
FBS pri 37 °C a po založení na experiment 
ovplyvňované NVP-AUY922 (Selleckchem, 
USA) po 24hodinové kultivácii.

Analýza bunkovej viability
Po skončení ovplyvnenia boli bunky tryp- 
sinizované, premyté v  PBS a  inkubo-
vané s 10 nM FDA (fluorescein diacetate; 
Sigma, USA) po dobu 20 min pri izbovej 
teplote a následne k nim bol pridaný PI 
(propidium iodide; Sigma, USA) v  kon-

centrácii 10 µg/ ml. Vzorky boli analyzo-
vané na prietokovom cytometri BD FA-
CSVerseTM (Beckton-Dickinson, USA), na 
excitáciu bol použitý 488 nm laser a fluo
rescenčný signál pre FDA bol zachytený 
572/ 32 nm filtrom a pre PI 586/ 42 nm fil-
trom. Dáta boli spracované pomocou 
softwaru FCS Express 5  Flow Cytome-
try Software (De Novo Software, USA), 
pričom najprv bola pomocou FSC a SSC 
identifikovaná populácia buniek, z ktorej 
boli vybraté jednotlivé bunky pomocou 
analýzy pomeru FSC-A a FSC-H a podľa 
intenzity fluorescencie identifikované 
jednotlivé populácie na základe ich viabi-
lity. Živá populácia bola charakterizovaná 
ako pozitívna na farbenie FDA, nekro-
tická ako pozitívna na farbenie PI a apo-
ptotická ako negatívna na obe farbenia.

Analýza bunkového cyklu
Po skončení ovplyvnenia boli bunky tryp- 
sinizované, premyté v PBS a inkubované 
s 0,05% Tritonom X-100 v PBS pri 37 °C 
po dobu 30  min. Po skončení inkubá-
cie bol k vzorkám pridaný PI v koncen-
trácii 100 μg/ ml a RNáza v koncentrácii 
10 μg/ ml po dobu 5 min. Následne boli 
vzorky analyzované na prietokovom cy-
tometri BD FACSVerseTM (Beckton-Dic-
kinson, USA), na excitáciu bol použitý 
488 nm laser a fluorescenčný signál pre 
bol zachytený PI 586/ 42 nm filtrom. Dáta 
boli spracované pomocou softwaru FCS 
Express 5 Flow Cytometry Software (De 
Novo Software, USA), pričom najprv bola 
pomocou FSC a SSC identifikovaná po-
pulácia buniek, z ktorej boli vybraté jed-
notlivé bunky na základe pomeru PE-A 
a  PE-H a  jednotlivé fázy bunkového 
cyklu boli identifikované pomocou mo-
delu 6  multicycle plug-in pre De Novo 
Software.

Analýza proliferácie buniek
Pre analýzu proliferácie buniek sme ku 
všetkým vzorkám pridali 5-etynyl-2’-
-deoxyuridine (Santa Cruz, USA) o  vý-
slednej koncentrácii 10 µM 1 hod pred 
skončením ovplyvnenia a inkubovali pri 
37 °C. Pri ďalšom spracovaní sme postu-
povali podobne ako pri analýze bunko-
vého cyklu s  rozdielom pridania 2  µM 
Sulfo-Cyanine 5 azide (Lumiprobe, Ger-
many) a  inkubáciou po dobu 10  min. 
Vzorky sme následne analyzovali na 
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kého programu, indukciu senescencie či 
bloku v bunkovom cykle. IC50 inhibítora 
NVP-AUY922 vypočítanej z miery preží-
vania a indukcie apoptózy sme u oboch 
línií stanovili pomocou prietokovej cy-
tometrie s  využitím FDA v  kombinácii 
s  PI. Princípom metódy je odštiepenie 
fluoresceínu od diacetátu esterázami 
metabolicky aktívnych buniek, ktoré sú 
následne vizualizované pomocou prie-
tokového cytometra. V  prípade straty 
metabolickej aktivity a negatívneho far-
benia jadier na PI je populácia buniek 
nepriamo považovaná za apoptotickú, 
pri pozitívnom farbení PI za nekrotickú. 
Za výsledný efekt inhibície HSP90 sme 
pre účely stanovenia IC50  považovali 

vali pomocou primárnych protilátok rie-
dených 1 : 1 000 proti p21 (ab118, Abcam 
UK), p53  (DO-1, Santa Cruz Biotechno-
logy, USA) a aktínu (Santa Cruz Biotech-
nology, USA) a sekundárnej anti-mouse 
protilátky riedenej 1 : 2 000 (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) konjugovanej s pe-
roxidázou. Naviazané protilátky boli de-
tekované chemiluminiscenčne.

Výsledky
Analýza viability
Mutácia tumor-supresorového pro-
teínu p53 je prítomná vo viac ako polo-
vici nádorov a spôsobuje viaceré fenoty-
pové a metabolické zmeny nádorových 
buniek, ako napr. spustenie apoptotic-

prietokovom cytometri BD FACSVerseTM 
(Beckton-Dickinson, USA), na excitá-
ciu a  zachytenie fluorescenčného sig-
nálu pre PI boli použité 488  nm laser 
s 586/ 42 nm filtrom a pre Sulfo-Cyanine 
5  azide bol použitý 635  nm laser 
s 660/ 10 nm. Dáta boli spracované po-
mocou softwaru FCS Express 5 Flow Cy-
tometry Software (De Novo Software, 
USA), pričom najprv bola pomocou FSC 
a SSC identifikovaná populácia buniek, 
z  ktorej boli vybraté jednotlivé bunky 
pomocou analýzy pomeru PE-A a PE-H 
a  jednotlivé fázy bunkového cyklu boli 
identifikované podobne ako pri analýze 
bunkového cyklu, pričom proliferujúca 
populácia buniek bola identifikovaná 
ako pozitívna na farbenie Sulfo-Cyanine 
5 azidom.

Western blotting analýza
Bunky sme po skončení ovplyvnenia ly-
zovali v RIPA pufri s PMSF a proteázovými 
inhibítormi a získané proteíny sme sepa-
rovali pomocou SDS-PAGE a  následne 
preniesli na nitrocelulózovú membránu. 
Nami sledované proteíny sme vizualizo-

Tab. 1. Tabulka znázorňuje hodnoty IC50 po 24, 48 a 72 hod ovplyvnení NVP-AUY922. 
V kratších časových intervaloch má inaktivácia p53 protektívnu úlohu pri inhibí-
cii HSP90.

IC50 24 hod 48 hod 72 hod

MCF-7 1 118 nM 207 nM 43 nM

MCF-7dd9 5 712 nM 699 nM 93 nM
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koncentráciami NVP-AUY922 5– 100 nM. 
V prípade línie MCF-7 s wild-type p53 do-
chádzalo k  výraznejšiemu poklesu po-
dielu proliferujúcich buniek a  nárastu 
G1 fázy, čo môže byť spôsobené práve ak-
tiváciou p53 závislých mechanizmov ne-
gatívne regulujúcich priebeh bunkového 
cyklu. Tento jav bol pozorovaný vo všet-
kých časových intervaloch, pričom vý-
znamné rozdiely v proliferácii kontrolných 
vzoriek oboch bunkových línií pozoro-
vané neboli (graf 3).

Z výsledkov získaných z analýzy viabi-
lity a najmä priebehu bunkového cyklu 
sú zrejmé rozdiely v odpovedi oboch skú
maných línií na inhibíciu HSP90. Rýchlej-
šie zastavenie bunkového delenia a zvý-
šená miera apoptózy poukazuje na to, 
že rozdiel v odpovedi môže byť spôso-
bený práve stavom p53, ktorý nepriamo 
reguluje bunkový cyklus pomocou in-
dukcie p21. Proteín p21  je silným inhi-

ovplyvňovali NVP-AUY922 v koncentrá-
ciách 5– 100 nM po dobu 24, 48 a 72 hod. 
Vo všetkých časových intervaloch sme 
u  oboch línií pozorovali nárast G2/ M 
bloku, ktorý rástol úmerne so zvyšujú-
cou sa koncentráciou NVP-AUY922. Naj-
výraznejší rozdiel medzi oboma líniami 
bol zistený po 24 hod, kedy dochádzalo 
k pozorovateľne vyššiemu nárastu G2/ M 
bloku u  parentálnej línie MCF-7  oproti 
línii MCF-7dd9 s mutovaným p53 (graf 2).

Analýza bunkového cyklu tiež ukázala 
mierny nárast v G1 fáze bunkového cyklu 
po inhibícii HSP90 a to najmä v prípade 
parentálnej línie MCF-7 s wild-type p53. 
Tento jav sme ďalej skúmali pomocou 
analýzy proliferácie, ktorej princípom je 
inkorporácia 5-etynyl-2’-deoxyuridinu do 
buniek, v ktorých práve prebieha repliká-
cia DNA. Podobne ako v predchádzajúcich 
experimentoch sme bunky analyzovali 
v časoch 24, 48 a 72 hod a ovplyvňovali 

nárast apoptotickej a  nekrotickej po-
pulácie oproti kontrole (tab.  1). Nami 
vybrané bunkové línie MCF-7  a  MCF-
-7dd9  sme po dobu 24, 48  a  72  hod 
ovplyvňovali NVP-AUY922  v  koncen-
tráciách 5– 100  nM. Z  našich pozoro-
vaní je zjavné, že inhibícia HSP90  má 
vo všetkých časoch silnejší efekt na zní-
ženie viability buniek s  wild-type p53, 
k  čomu môže prispievať aj zvýšená 
miera apoptózy zrejme spôsobená in-
dukciou down-stream mechanizmov 
p53  a  to aj po 72  hod od ovplyvnenia 
(graf 1).

Analýza bunkového cyklu
Pre analýzu bunkového cyklu sme po-
mocou prietokovej cytometrie vizualizo-
vali jednotlivé fázy cyklu na základe fluo-
rescenčného signálu PI, ktorý je priamo 
úmerný množstvu DNA. Obe bun-
kové línie MCF-7 a MCF-7dd9 sme opäť 
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Graf 2. Efekt NVP-AUY922 v koncentráciách 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu G2/M fázy bunkového cyklu po ovplyvnení na dobu 24, 
48 a 72 hod. 
Obe línie zaznamenali porovnateľný nárast hladiny G2/M fázy, jediný rozdiel bol pozorovaný vo vyššej miere G2/M bloku po 24 hod u línie MCF-7.
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nakého efektu. Tento fenomén by mohol 
byť vysvetlený spustením apoptotic-
kého programu regulovaného p53  ako 
reakciu na vznik proteotoxického stresu 
po inhibícii HSP90. Avšak keďže p53  je 
klientom HSP90, je možné, že inhibícia 
tohto chaperónu počas dlhšieho časo-
vého obdobia má za následok destabili-
záciu p53 a tým aj zníženie jej aktivity ako 
transkripčného faktora. Je totiž známe, že 
v prípade nesprávneho foldingu prichá-
dza p53 ireverzibilne o schopnosť väzby 
na DNA  [18– 20], pretože HSP90  špeci-
ficky ovplyvňuje DNA väzbovú aktivitu 
a  transkripčnú aktivitu p53  in  vivo za 
bežných fyziologických podmienok [21] 
a väzba HSP90 na p53 je podmienená roz-
poznaním konformácie p53 [18]. Ako  je 

Diskusia
Z našich experimentov vyplýva, že v prí-
pade nádorov s  wild-type p53  môže 
p53  následkom inhibície HSP90  a  tým 
vzniknutého proteotoxického stresu in-
dukovať apoptotický program. Roz-
diely v  mortalite buniek po inhibícii 
HSP90 u  línie MCF-7  a  MCF-7dd9  sú vi-
diteľné vo všetkých časových interva-
loch, no zaujímavé je zistenie, že rozdiel 
v koncentrácii potrebnej na dosiahnutie 
dávky IC50  sa so stúpajúcim časom in-
hibície zmenšuje. Po 24 hod je IC50 pre 
NVP-AUY922 u parentálnej línie približne 
5-krát nižšia, ako u  línie MCF-7dd9, po 
48 hod sa tento rozdiel zníži na približne 
3,5-násobok a po 72 hod je potrebná už 
len 2-násobná dávka na dosiahnutie rov-

bítorom cyklín-dependentných kináz 
a  inhibuje aktivitu komplexov CDK1, 
CDK2 a CDK4/ 6, vďaka čomu funguje ako 
regulátor prechodu G1 a S fázami bunko-
vého cyklu. Keďže je p21 veľmi silne re-
gulovaný transkripčnou aktivitou p53, 
rozhodli sme sa analyzovať zmeny v jeho 
hladine. Nakoľko zmeny v  bunkovom 
cykle boli výrazné už po jednom dni, obe 
línie sme na 24 hod ovplyvnili 10 a 50 nM 
NVP-AUY922 a expresiu p21 sme porov-
nali pomocou Western blotting analýzy. 
Zo získaných výsledkov je evidentné, že 
inhibícia HSP90  spôsobuje nárast hla-
diny p21, ktorý je mediovaný p53, keďže 
k zvýšeniu hladiny p21 došlo len v prí-
pade bunkovej línie MCF-7 a u línie MCF-
-7dd9 p21 pozorovaný nebol (obr. 1).
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Graf 3. Efekt NVP-AUY922 v koncentráciách 5, 10, 20, 50 a 100 nM na zmenu proliferáciu buniek vyjadrenú zmenou v S fáze bunko-
vého cyklu po dobu 24, 48 a 72 hod. 
Obe línie zaznamenali zníženie proliferácie po inhibícii HSP90, no u parentálnej línie MCF-7 nastal v skoršom čase výraznejší pokles už po 
použití nižších koncentrácií NVP-AUY922 oproti mutantnej línii MCF-7dd9. 
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v prípade línie s mutovaným p53 odvo-
denej od chronickej lymfocytickej leuké-
mie naopak k zníženiu hladiny mutova-
nej p53, no napriek tomu bol cytotoxický 
účinok inhibície HSP90  rovnaký bez 
ohľadu na status p53. V našom prípade 
sme po inhibícii HSP90  nepozorovali 
zmeny v  expresii či už wild-type, alebo 
mutovaného p53. Na modeli bunkových 
línií karcinómu prsníka sme teda ukázali, 
že prítomnosť wild-type p53  má vplyv 
na zvýšenú mortalitu buniek po inhibícii 
HSP90, avšak mechanizmus, akým sa tak 
deje, si zasluhuje podrobnejšie skúmanie.

Záver
Napriek intenzívnemu skúmaniu úlohy 
p53  pri vzniku a  progresii nádorových 
ochorení nie je úplne známe, ako stav 
tohto proteínu ovplyvňuje citlivosť ná-
doru na nové liečebné modality indu-
kujúce proteotoxický stres v nádorových 
bunkách. V našej práci sme sa preto za-
merali na vplyv inhibície HSP90, ktorej 
účinok bol vyšší v prípade buniek s wild-
-type p53, napriek schopnosti p53 spros-
tredkovať zástavu v  bunkovom cykle, 
ktorá by mala pre bunku pôsobiť pro-
tektívne. Možnou odpoveďou na po-
zorované rozdiely v toxicite inhibítorov 
HSP90 na bunky s wild-type a mutova-
nou p53  by mohla byť indukcia apo-
ptózy sprostredkovaná p53, avšak na 
potvrdenie tejto teórie sú potrebné ďal-
šie dôkazy. Nami pozorované zníženie 
proliferácie a  vyššia mortalita buniek 
línie odvodenej z  karcinómu prsníka 
s wild-type p53 teda ukazujú, že v prí-
pade karcinómu prsníka by mohol mať 
stav proteínu p53 výrazné implikácie pre 
potenciálnu terapiu inhibítormi HSP90.
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vidno z  výsledkov merania fáz bunko-
vého cyklu, u oboch bunkových línií do-
chádza ku vzniku G2/ M bloku v závislosti 
od koncentrácie inhibítora HSP90. Ďalším 
možným mechanizmom účinku inhibície 
HSP90 tak môže byť aj smrť mitotickou 
katastrofou, čo podporuje fakt, že veľké 
množstvo proteínov zapojených do re-
gulácie mitózy je klientmi HSP90 [22– 25]. 
Na našom modeli bola však miera G2/ M 
bloku podobná u oboch línií nezávisle na 
stave p53, čo znamená, že smrť mitotic-
kou katastrofou neprispieva k pozorova-
ným rozdielom v cytotoxicite spôsobenej 
inhibíciou HSP90. Po inhibícii HSP90 sme 
tiež pozorovali výrazný pokles proliferu
júcej časti populácie a  to hlavne u  línie 
s  wild-type p53. Analýza expresie uká-
zala, že pravdepodobnou príčinou je 
p53 indukovaná expresia p21, ktorá spô-
sobí zástavu bunkového cyklu a  blok 
v G1 fáze. Toto zistenie je prekvapujúce, 
keďže zástava buniek v G1 fáze cyklu by 
mohla mať protektívny účinok a ochrániť 
bunky pred smrťou mitotickou katastro-
fou. Sú známe prípady, kedy bolo po inhi-
bícii HSP90 pozorované zvýšenie hladiny 
wild-type p53 či už na modeli chronickej 
lymfocytickej leukémie  [26], alebo neu-
roblastómu [27]. Lin et al [26] navyše uvá-
dzajú, že po inhibícii HSP90 dochádzalo 

Obr. 1. Indukcia p21 po ovplyvnení  
10 a 50 nM NVP-AUY922 po dobu 24 hod.
U parentálnej línie MCF-7 bol po ovplyv-
není NVP-AUY922 pozorovaný výrazný ná-
rast hladiny p21 oproti kontrole, čo vysvet
ľuje indukciu G1 bloku po inhibícii HSP90. 
U línie MCF-7dd9 s mutovanou p53 nebol 
pozorovaný nárast expresie p21, čo nazna-
čuje, že zmena jeho hladiny po inhibícii 
HSP90 je p53 závislá.


